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I. EINLEITUNG  
Die Frühsommer-Meningoenzephalitis (Tick-borne enzephalitis, TBE) ist in 
Deutschland die derzeit wichtigste, durch Arthropoden übertragene 
Virusinfektion. Seit Einführung der Meldepflicht für TBE im 
Infektionsschutzgesetz im Jahr 2001 wurden bundesweit 4169 humane 
Erkrankungsfälle berichtet. Dabei wurden in den letzten Jahren vor allem in den 
Bundesländern Baden-Württemberg, Bayern und Hessen Erkrankungsfälle 
beobachtet (Robert Koch-Institut: SurvStat, http://www3.rki.de/ SurvStat/, 
Datenstand 05.03.2014). Über den Zeitraum von zwölf Jahren wurden zwischen 
200 und bis zu 540 Erkrankungsfälle jährlich registriert. Subklinische und milde, 
fieberhafte Verläufe der TBE-Erkrankung führen vermutlich zu einer hohen 
Dunkelziffer von Infektionen, die in diesem Meldewesen nicht erfasst werden. 
Obwohl die TBE beim Menschen einen hohen Bekanntheitsgrad hat und viel 
Beachtung findet, ist das Wissen über die Erkrankung bei Tieren rudimentär. In 
der Literatur sind wenige Fälle über TBE bei Hunden, Pferden, Rotwild, Ziegen 
und anderen Säugetieren beschrieben. Die Bekanntheit der TBE-Erkrankung im 
Allgemeinen täuscht darüber hinweg, dass über das TBE-Virus und seine 
Übertragungswege oder über seine Pathogenität relativ wenig Wissen vorhanden 
ist. In den letzten drei Jahrzehnten wurden nur wenige TBE-Viren isoliert, 
charakterisiert und miteinander verglichen.  
Das Ziel der Arbeit war die Isolierung von verschiedenen TBE-Viren aus 
verschiedenen Endemieregionen Europas und Asiens aus Zecken, sowie deren 
Charakterisierung. Die neuen Virusisolate sollen de Bestand an verfügbaren 
Virusstämmen erweitern und durch Sequenzierung subtypisiert und 
molekularbiologisch charakterisiert werden. Die Ergebnisse dieser 
molekularbiologischen Untersuchungen bilden die Voraussetzungen für weitere 
Analysen zum Ursprung und Herkunft, sowie zur Verbritung der TBE-Viren. Die 
Virusisolate bieten außerdem die Möglichkeit von weiter n Charakterisierungen 
hinsichtlich Replikationsverhalten in Zellkultur und Tiermodellen, um Aussagen 
über deren Pathogenität zu erhalten. 
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II.  L ITERATURÜBERSICHT  
1. Das Zecken-übertragene Enzephalitis Virus, Tick-borne 
encephalitis virus 
Das Zecken-übertragene Enzephalitis-Virus, im internationalen Sprachgebrauch 
Tick-borne encephalitis virus (TBEV), gehört zur Familie der Flaviviridae, Genus 
Flavivirus. Dort wird es in die Säugetier-Gruppe der Zecken-übertragenen 
Flaviviren eingeordnet (Abbildung 1). Namensgeber für die Familie der 
Flaviviridae (flavus, lateinisch „gelb“) war das Symptom der Gelbsucht (Ikterus). 
Dieses Symptom ist als Kardinalssymptom des Gelbfiebers beschrieben, dessen 
Erreger (Gelbfieber-Virus) die Typspezies der Flaviviren bildet (Strode 1951). 
Flaviviren können eine Reihe von Erkrankungen verursachen, die mit Fieber, 
hämorrhagischem Fieber oder Enzephalitis einhergehen.  
Genus Flavivirus 
Zecken-übertragene Flaviviren 
Zecken-übertragene Flaviviren, Säugetier-Gruppe 
TBEV, europäischer Subtyp (TBEV-Eu) 
TBEV, sibirischer Subtyp (TBEV-S) 
TBEV, fernöstlicher Subtyp (TBEV-FE) 
Zecken-übertragene Flaviviren, Seevogel-Gruppe 
Mosquito-übertragene Flaviviren 
Aroa-Virus Gruppe 
Dengue-Virus Gruppe 
Japan-Enzephalitis-Virus Gruppe 
Kokobera-Virus Gruppe 
Ntaya-Virus Gruppe 
Spondweni-Virus Gruppe 
Gelbfieber-Virus Gruppe 
Flaviviren ohne bekannten Vektor 
Genus Pestivirus 
Genus Hepacivirus 
 
Abbildung 1: Mitglieder der Familie Flaviviridae: Die Familie der Flaviviridae besteht aus den 
drei Genera Flavivirus, Pestivirus und Hepacivirus. Tick-borne encephalitis virus (TBEV) gehört 
zum Genus Flavivirus, Zecken-übertragene Flaviviren, Säugertier-Gruppe. 
 
Die bekanntesten humanpathogenen Vertreter im Genus Flavivirus sind neben 
dem Gelbfieber Virus das Dengue Virus Typ 1-4, das J pan-Enzephalitis-Virus, 
das St.-Louis-Enzephalitis-Virus, das West-Nil-Virus nd das TBEV, (Tabelle 1), 
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(Lindquist et al. 2008; Modrow et al. 2010; King et al. 2012). Viren der Tick-
borne encephalitis Virus-Gruppe werden in drei verschiedene Subtypen eingeteilt 
(Abbildung 2). Der europäische TBEV-Subtyp (TBEV-Eu) verursacht die 
Frühsommer Meningoenzephalitis (FSME) und wird im deutschen Sprachraum 
als Frühsommer Meningoenzephalitis-Virus (FSMEV) bezeichnet. Die beiden 
russischen Subtypen, der sibirische Subtyp (TBEV-S) und der fernöstliche Subtyp 
(TBEV-FE), verursachen das Krankheitsbild der Russischen Frühjahr-Sommer 
Enzephalitis (RSSE) und werden daher manchmal als Ru sische Frühjahr-
Sommer Enzephalitis-Virus (RSSEV) benannt (Abbildung 2), (Holzmann et al. 
1992; Ecker et al. 1999; Hubalek et al. 2012).  
 
Abbildung 2: Einteilung der TBE Virus-Gruppe in europäischer, sibirischer und fernöstlicher 
Subtyp. 
 
Neben den genannten humanpathogenen Erreger des Genus Flavivirus gibt es 
auch relevante tierpathogene Vertreter. Das TBEV, das Gelbfieber-Virus und das 
West-Nil-Virus sind Zoonose-Erreger und nach einer durchgemachten 
Erkrankung im Mensch und Tier durch spezifische Antikörper nachweisbar. 
Veterinärmedizinisch relevante Flaviviren sind das Wesselsbron-Virus und das 
Louping Ill-Virus, (Tabelle 1), (Modrow et al. 2010).  
Als einziger der aufgeführten Erreger der Flaviviren wird das TBEV durch 
Zecken übertragen und deren Vertreter werden deshalb auch „TBE Virus-Gruppe“ 
genannt. Die anderen genannten Vertreter des Genus Flavivirus werden durch 
Stechmücken (zum Beispiel Aedes spp. oder Culex spp.) übertragen (Gould et al. 
2008).  
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Tabelle 1: Vertreter des Genus Flavivirus (modifiziert nach Modrow et al. 2010). 
Humanpathogene Vertreter des Genus Flavivirus  Übertragender Vektor 
Gelbfieber-Virus Aedes spp. 
Japan-Enzephalitis-Virus Culex spp. 
Dengue-Virus Aedes spp. 
West-Nil-Virus Aedes spp. oder Culex spp. 
St. Louis-Enzephalitis-Virus Culex spp. 
TBE Virus-Gruppe  Ixodes spp. oder Dermacentor spp. 
Tierpathogene Vertreter Genus Flavivirus  Übertragung 
Gelbfieber-Virus Aedes spp. 
Wesselsbron-Virus Aedes spp. 
West-Nil-Virus Aedes spp. oder Culex spp. 
Louping Ill-Virus Ixodes spp. 
TBE Virus-Gruppe Ixodes spp. oder Dermacentor spp.  
1.1. Viruscharakteristika 
1.1.1. Virusaufbau und Zusammenbau 
Der Durchmesser eines TBE-Virions beträgt etwa 50 nm (Murphy 1980). Die 
Bausteine des Virus sind die Strukturproteine, namentlich dem Capsid-Protein (C-
Protein), Membran-Protein (M-Protein) und dem glykosylierten Hüll-Protein (E-
Protein) (Abbildung 3a und 3b), (Rice et al. 1985). Das Virusgenom ist im 
Inneren des sphärischen Capsids assoziiert, welches aus den basischen C-
Proteinen gebildet wird. Dieses wird von der Hüllmembran umgeben, in welche 
die beiden Oberflächenproteine (E-, M-Protein) als Dimer eingebettet sind. Das 
kleine Oberflächenprotein, das M-Protein, hat ein Molekulargewicht von 7-8 kD 
und das vergleichsweise deutlich größere E-Protein liegt mit einem 
Molekulargewicht von 51-60 kD vor (Modrow et al. 2003; Knipe et al. 2007).  
Beim Zusammenbau des Virus in der Zelle lagert sichdas Capsid mit dem darin 
assoziierten Virusgenom an der cytoplasmatischen Seite d s Endoplasmatischen 
Retikulums (ER) an, in die zuvor die viralen Membranproteine (M-Protein, E-
Protein) eingebettet wurden (Kiermayr et al. 2004). Durch das darauf folgende 
Budding wird die ER-Membran mit den viralen Membranproteinen so weit in das 
Innere des ER eingestülpt, bis das Capsid vollständig von der Membran 
umschlossen wird. Das neu gebildete Virus wird in das Lumen des ER 
abgeschnürt und über den sekretorischen Weg aus der Zelle ausgeschleust 
(Murphy 1980; Knipe et al. 2007).  
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Abbildung 3: a) Querschnitt und Aufbau eines Flavivirus: In die Lipiddoppelschicht (blau) sind 
die Membranproteine E (rot) und M (orange) eingebettet. Im Inneren der Virushülle befindet sich 
das Nukleocapsid, bestehend aus C-Protein (grün). Das Genom im Inneren des Capsids bildet eine 
ausgeprägte Sekundärstruktur (Frey et al. unpublizierte Daten). b) Graphische Darstellung eines 
typischen kodierenden Bereichs eines TBEV-Genoms. Die Gesamtlänge des Genoms beträgt etwa 
11100 Nukleotide und codiert für etwa 3400 Aminosäuren. Übergeordnet ist eine Aufteilung des 
Genoms in Strukturgene und Nichtstrukturgene dargestellt. Darunter wird die Anordnung der 
einzelnen Genomabschnitte gezeigt (angelehnt an Knipe et al. 2007). 
1.1.2. Virusgenom 
Das Virusgenom des TBEV besteht aus einer einzelsträngigen RNS in 
Plusstrangorientierung. Der kodierende Bereich des G noms wird an seinen 5´- 
und 3´-Enden von einer nicht kodierenden Region (NCR) umgeben. Das 5´-Ende 
liegt in einer zweidimensionalen Struktur mit einer Cap-Struktur vor (Wengler et 
al. 1978; Cleaves et al. 1979; Brinton et al. 1988). Durch die komplementäre 
Anlagerung des 3´-Ende an das 5´-Ende bilden beide Enden eine sogenannte 
„Pfannenstiel“-Struktur, wodurch ein zirkuläres Genom mit einer ausgeprägten 
Sekundärstruktur entsteht (Abbildung 3a) (Kofler et al. 2006; Rouha et al. 2011).  
1.1.3. Virusproteine 
Nach der Translation des Virusgenoms liegen die Proteine zuerst als Polyprotein 
vor, welches im weiteren Verlauf des Replikationszyklus in einzelne Proteine 
gespalten wird (Abbildung 3b), (Lindenbach et al. 2003; Bollati et al. 2010). Die 
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Proteine werden in Struktur- und Nichtstrukturproteine unterteilt (Abbildung 3b). 
Während die Strukturproteine die Hülle und „Struktur“ des Virus bilden, können 
einigen Nichtstrukturproteinen Funktionen zugewiesen werden, die in Tabelle 2 
dargestellt sind. Die Nichtstrukturproteine (NS) sind das NS1-, das NS2a-, NS2b-, 
NS3-, NS4a-, NS4b- und das NS5-Protein (Rice et al. 1985; Chambers et al. 1990; 
Heinz et al. 1993). 
Tabelle 2: Funktionen der TBEV-Proteine (modifiziert nach Modrow et al. 2010). 
Protein Nukleotide  
(~ Länge)  
Aminosäuren 
(~ Länge) 
Funktion 
5´-NCR 132 nicht kodiert - 
C 336 112 stark basisch, Wechselwirkung mit dem 
Virusgenom 
prM 504 168 Membranprotein 
E 1488 496 Membranprotein 
NS1 1056 352 zellmembranassoziiert, kein Bestandteil er 
Viruspartikel 
NS2a 690 230 nicht bekannt 
NS2b 393 131 Zn2+-Metalloproteinase, assoziiert an NS3-
Protease 
NS3 1863 621 Helicase, Serinprotease 
NS4a 447 149 nicht bekannt 
NS4b 756 252 nicht bekannt 
NS5 2712 904 RNS-abhängige RNS-Polymerase, RNS-
Capping 
3´-NCR 764 nicht kodiert - 
 
2. Epidemiologie der Zecken-übertragenen Enzephalitis 
2.1. Verbreitung des TBEV 
Die Verbreitung der Viren der TBEV-Gruppe reicht von der russischen 
Pazifikküste über China, Mongolei, Kasachstan, über den Balkan bis nach West- 
und Nordeuropa (Hubálek et al. 2012), (Abbildung 4). Das Powassan-Virus 
kommt als einziges Virus der TBE Virus-Gruppe in Nordamerika vor (Heinze et 
al. 2012). In den Endemiegebieten von TBEV findet eine unterschiedliche 
Dokumentation der TBE-Erkrankungen oder auch der Erforschung der 
Virusstämme statt. In einigen Ländern wie Österreich, Deutschland, in der 
Tschechischen Republik, Russland, Estland oder Finnland werden Krankheitsfälle 
registriert und endemische Regionen sind gut dokumentiert. In anderen Ländern, 
wie zum Beispiel Dänemark, Litauen, Slowakei, Kasach tan oder Mongolei, in 
denen TBEV auch endemisch ist, sind aufgrund selten auftretender 
Krankheitsfälle, einem erst im Aufbau befindlichen Gesundheitssystem oder aus 
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politischen Gründen nur wenige Informationen über dn Erreger und dessen 
Vorkommen bekannt (Donoso Mantke et al. 2011). Natürliche Vektoren von 
TBEV sind Schildzecken (Ixodidae), wie Ixodes spp., Haemaphysalis spp. oder 
Dermacentor spp.. Die Übertragung des TBEV erfolgt in Westeuropa 
überwiegend durch Ixodes ricinus (Gemeiner Holzbock) (Rehácek 1962), in 
Russland und im Baltikum, wie im sibirischen Teil Russlands und in fernöstlichen 
Regionen vor allem durch die Taigazecke Ixodes persulcatus (Chunikhin 1990), 
(Abbildung 4).  
Abbildung 4: Geographische Verteilung der Vektoren Ixodes ricinus und Ixodes persulcatus. In 
der grün markierten Region kommen beide Vektoren vor. Die rot gepunktete Linie umrandet die 
europäischen und asiatischen Gebiete, in denen TBEV endemisch ist (Abbildung angelehnt an  
Lindquist et al. 2008). 
 
Viren der TBE Virus-Gruppe sind in den Zeckenpopulationen nicht gleichmäßig 
verteilt, sondern kommen nur in endemischen Gebieten in kleinen Naturherden 
vor (sogenannte Foci) (Süss et al. 1992; Dobler et al. 2011). In den Naturherden 
können unterschiedliche Infektionsraten der Zecken vorliegen, von 0,5% bei 
Larven bis 5% und mehr bei adulten Zecken (Gresikova 1972; Süss et al. 2006; 
Klaus et al. 2010; Dobler et al. 2011).  
In Deutschland ist die überwiegende Anzahl von Endemiegebieten mit den 
meisten FSME-Erkrankungen im Süden des Landes zu finden (Abbildung 5). 
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Abbildung 5: Karte aller FSME-Fälle in Deutschland seit 1991, dargestellt auf Landkreisebene. 
Eine Konzentration von FSME-Fällen ist im Westen Baden-Württembergs sowie im Osten und 
Nordosten Bayerns auszumachen. Datenstand: 05.03.2014, Quelle: http://www3.rki.de/SurvStat/. 
 
Seit der Einführung der Meldepflicht für FSME in Deutschland wurden 
bundesweit 4169 humane Erkrankungsfälle mit klinischer Symptomatik berichtet 
(Robert Koch-Institut: SurvStat, http://www3.rki.de/SurvStat/, Datenstand 
05.03.2014). Betroffen sind dabei hauptsächlich dieBundesländer Baden-
Württemberg, Bayern und Hessen (Abbildung 5). Die Zahl der klinisch 
manifestierten Erkrankungsfälle schwankt von Jahr zu Jahr um mehr als das 
Zweifache. So wurden die höchsten FSME-Zahlen in den Jahren 2005 (432 Fälle), 
2006 (546 Fälle), 2011 (424 Fälle) und 2013 (416 Fälle) registriert. Die 
niedrigsten Erkrankungszahlen stammen aus den Jahren 2002 (239 Fälle), 2007 
(239 Fälle) und 2012 (195 Fälle), (Robert Koch-Institut: SurvStat, 
http://www3.rki.de/SurvStat/, Datenstand 05.03.2014). Über die Jahre hinweg war 
II. Literaturübersicht    9 
zu beobachten, dass die Anzahl der endemischen Landkreise im Süden 
Deutschlands zwar langsam, aber stetig zunimmt (Robert Koch-Institut 2013). 
Zwischen den 1960er und 1980er Jahren war insbesondre im Osten Deutschlands 
das FSMEV endemisch. Bis heute persistiert es vermutlich in unentdeckten 
Naturherden weiter (Süss 2003; Süss 2004; Frimmel et a . 2010; Robert Koch-
Institut 2013). 
In Österreich ist, wie auch in Deutschland, eine starke Schwankung der FSME-
Erkrankungsfälle zu beobachten. So sind im Jahr 2011 die hospitalisierten FSME-
Fälle (113) deutlich zum Vorjahr 2010 (63) gestiegen, aber im Jahr 2012 wieder 
gefallen (52) (Virusepidemiologische Information, ww .virologie. 
meduniwien.ac.at). Zwischen 1972 und 2011 wurden in Österreich in nicht 
geimpften Bevölkerungsanteilen 8.493 Fälle von TBE mit klinischer 
Symptomatik dokumentiert, was eine Inzidenz von sech  TBE-Fällen pro 100.000 
Einwohner bedeutet. Zwischenzeitlich sind mehr als 85% der österreichischen 
Bevölkerung gegen TBEV geimpft, was zu einer Senkung der Inzidenz auf 0,9 
TBE-Fälle pro 100.000 Einwohner führte. Diese Zahlen z igen, dass eine massive 
Durchimpfung der Bevölkerung zu einer deutlichen Senkung der TBE-
Neuerkrankungen führt und das durch alle Altersschichten (Heinz et al. 2013). 
Tendenziell nehmen derzeit in Österreich jedoch die FSME-Fälle in westlichen 
und südlichen Bundesländern deutlich zu (Virusepidem ologische Information, 
www.virologie. meduniwien.ac.at). 
Im Vergleich zu Österreich und Deutschland hat Dänemark kein landesweites 
Meldesystem für FSME-Fälle. FSMEV wurde in Dänemark zum ersten Mal 1963 
auf der Insel Bornholm in der Baltischen See entdeckt (Freundt 1963). Daten über 
FSMEV in Dänemark wurden in Publikationen zu Mikrofoci (Lindgren et al. 
2000) und zu sero-epidemiologischen Studien von Hunden und Rehen 
veröffentlicht (Skarphedinsson et al. 2005; Lindhe et al. 2009).  
In der Mongolei ist TBEV seit den 1980er Jahren bekannt und seit dem Jahr 2005 
wurden TBE-Erkrankungen im staatlichen Meldewesen erfasst. Seither wurden 
jedes Jahr etwa 20 TBE-Fälle registriert (Khasnatinov et al. 2010). Eine 
seroepidemiologische Studie aus verschiedenen Provinzen des Landes zeigte, dass 
TBE-Erkrankungen hauptsächlich im Norden des Landes vorkommen (Walder et 
al. 2006). 
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Erste Berichte über TBE in der Slowakei stammen aus den späten 1940er und zu 
Beginn der 1950er Jahre. Diese zählen zu den ersten Beschreibungen der TBE in 
Europa überhaupt (Blaskovic 1949; Libikova 1952). Im Jahr 2009 wurden in der 
Slowakei 70 TBE-Erkrankungen registriert. Die Inzidenz von TBE-Erkrankungen 
in der Slowakei liegt damit bei 1,3 TBE-Fälle bezogen auf 100.000 Personen und 
variiert signifikant in unterschiedlichen Regionen (Donoso Mantke et al. 2011). 
Etwa 5% der jährlich gemeldeten TBE-Erkrankungen werden durch den Verzehr 
von Rohmilchprodukten verursacht (Labuda et al. 2002; Pazidora et al. 2008). Die 
ersten Studien, die in der Slowakei zu TBEV durchgeführt wurden, bezogen sich 
auf die Aufklärung fokaler Aktivitäten des Virus und auf durch Ziegen- und 
Kuhmilch übertragene TBEV-Infektionen (Bardos et al. 1954; Gresikova 1958; 
Gresikova et al. 1959; Nosek et al. 1962). Aus dieser Zeit stammt der frühere 
Name der Erkrankung, die „Undulierendes Milchfieber“ genannt wurde. 
2.2. Übertragung des TBEV durch Zecken und infizierte Milchprodukte 
auf Mensch und Tier 
Die Übertragung von Viren der TBE Virus-Gruppe innerhalb der 
Zeckenpopulation kann transovariell durch Übertragung des Virus von infizierten 
Weibchen über die Eier auf die nächste Generation oder sexuell durch die 
Übertragung zwischen männlichen und weiblichen Zecken untereinander 
geschehen (Danielova et al. 2002). Die TBEV-Übertragung innerhalb der 
Zeckenpopulation kommt jedoch noch öfter durch die transstadiale Übertragung 
vor. Ist eine Zecke infiziert und befindet sie sich im Larven- oder im 
Nymphenstadium, kann das Virus transstadial in das nächste Zeckenstadium 
persistieren (Abbildung 7), (Nuttal et al. 2003). Das TBEV vermehrt sich in den 
Speicheldrüsen der Zecken und wird durch den „Zeckenstich“ auf den Vertebraten 
übertragen (Labuda et al. 1993a). Nach dem Zeckenstich findet der Saugvorgang 
statt, bei dem über die Speicheldrüse infizierter Speichel über die eingesenkte 
Nahrungsrinne des Hypostoms (Stechrüssel) in die Wunde des Vertebraten 
abgegeben wird (Abbildung 6), (Satz 2006). 
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Abbildung 6: Arbovirus-Zyklus; graphische Darstellung einer möglichen Übertragung des Virus 
von einem Arthropoden auf einen Vertebraten. Die Virusverbreitung unter den Arthropoden kann 
durch transovarielle Übertragung, Kopulation oder „Co-feeding“ stattfinden. Eine Übertragung 
unter den Wirbeltieren kann durch Milch, Muttermilch, durch Kontakt mit infektiösem Blut oder 
aerogen stattfinden (angelehnt an H. Aspöck et al. 2010). 
 
Als natürliche Wirtsorganismen zur Aufrechterhaltung des Übertragungszyklus 
des Virus innerhalb eines Naturherds spielen vor allem kleinere Säugetiere eine 
wichtige Rolle (Abbildung 7), (Kozuch et al. 1966, 1967a, 1967b; Kiffner et al. 
2011). 
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Abbildung 7: Natürlicher Übertragungszyklus des TBEV. Das TBEV kann innerhalb der 
Zeckenpopulation (Ixodes spp.) durch transstadiale oder transovarielle Übertragung zirkulieren. 
Kleine Säugetiere sind natürliche Wirtsorganismen ds TBEV, während größere Säugetiere als 
Wirt eine geringere Rolle spielen. Das TBEV kann auch über infizierte Milchprodukte übertragen 
werden (angelehnt an Aspöck et al. 2010). 
 
Die Vertebraten, die mit dem Virus infiziert sind, geben das Virus über das Blut 
an eine saugende Zecke weiter oder die Übertragung erfolgt durch sogenanntes 
„Co-feeding“. Hierbei saugt eine infizierte Zecke an einem nicht infizierten 
Vertebraten Blut. Die infizierte Zecke gibt direkt über Lymphe oder über 
einwandernde Makrophagen das Virus an eine andere, in nächster Nähe saugende, 
nicht-infizierte Zecke weiter, ohne dass dadurch eine Virämie oder 
immunologische Antwort des Vertebraten nachweisbar wäre (Labuda et al. 1993b; 
Labuda et al. 1996; Labuda et al. 1999; Randolph et al. 2011). 
Eine Übertragung von TBEV durch Milchprodukte von Kühen oder Ziegen ist in 
Ländern wie Polen, Slowakei oder Österreich, in denen gerne rohe Milchprodukte 
verzehrt werden, mehrfach dokumentiert. Dies kann durch den Genuss von 
infizierten Rohmilchprodukten wie nicht-pasteurisierter Milch oder Käse 
geschehen (Abbildung 7), (Gresikova et al. 1959; Holzmann et al. 2009; Cisak et 
al. 2010; Hudopisk et al. 2013). 
3. Tick-borne encephalitis (TBE) bei Menschen 
Nach dem Zeckenstich infiziert das TBEV die Epithelzellen der Epidermis und 
Makrophagen und vermehrt sich dort (Labuda et al. 1996). Nach einer ersten 
Replikation verbreitet sich das TBEV über die Lymphe und das lymphatische 
System zu den nächstgelegenen Lymphknoten. Dort vermehrt sich das TBEV 
weiter und führt zur sogenannten primären Virämie, wobei die genauen Zielzellen 
noch nicht abschließend identifiziert sind. Über das virämische Blut werden das 
reticulohistiocytäre System und auch Makrophagen infiziert. Die darin erfolgende 
Replikation führt zu einer sekundären Virämie. Infizierten Makrophagen scheinen 
die Blut-Hirn-Schranke zu überwinden, in das zentrale Nervensystem 
einzuwandern und dort die Infektion der neuronalen Zellen zu vermitteln 
(Modrow 2003; Gelpi et al. 2005). Der Schweregrad einer TBE-Infektion scheint 
von verschiedenen Faktoren wie der Pathogenität eines Virusstamms, der 
Infektionsdosis des TBEV, individuellen Faktoren wie dem Alter des Patienten 
oder des individuellen Immunstatus abzuhängen (Korenberg et al. 1999). Bei 
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Kindern manifestiert sich die TBE meist als Meningitis, während sich bei älteren 
Menschen häufiger eine schwere Meningoenzephalomyelitis mit neurologischen 
Spätschäden ausbildet oder sogar tödlich verläuft (Tomazic et al. 1996; Kaiser 
1999; Lesnicar et al. 2003; Dobler 2010). Etwa 30-50% aller infizierten Personen 
entwickeln nach der Inkubationszeit von 7 bis 14 Tagen Symptome eines 
grippalen Infekts (Grinschgl et al. 1955; Dobler 2010). Bei etwa einem Drittel 
dieser erkrankten Patienten entwickelt sich eine ZNS-Symptomatik (Kunz 1992). 
Diese kann sich in etwa 60% aller Fälle als Meningit s, n 30% aller Fälle als 
Meningoenzephalitis und in etwa 10% aller Fälle als Meningoenzephalomyelitis 
manifestieren (Kaiser et al. 2000). Die Letalitätsra e in Westeuropa ist geringer als 
1% der Erkrankungen (Charrel et al. 2004; Lindquist et al. 2008). Weitere 
Zielzellen für das TBEV im zentralen Nervensystem sind die vorderen 
motorischen Rückenmarkszellen. Eine Infektion dieses Bereichs führt zu 
Lähmungserscheinungen, die sehr oft als Spätfolgen einer TBEV-Infektion 
zurückbleiben (Kaiser 1996).  
4. TBE bei Haus-, Nutz- und Wildtieren 
Neben dem Menschen werden auch Tiere mit TBEV infiziert. Es gibt einen 
natürlichen Infektionskreislauf zwischen Zecken und Wildtieren wie Mäusen, die 
eine ständige Zirkulation von TBEV aufrechterhalten (Abbildung 7), (Charrel et 
al. 2004). Verschiedene Waldmaus-Arten (Apodemus sp.) wurden als wichtige 
Wirte und als Reservoir für das Virus in diesem Kreislauf erkannt (Hubálek et al. 
2012), während größere Tiere wie Ziegen, Pferde, Rinder, Schafe oder Ziegen 
nicht essentiell als natürliche TBEV-Reservoire für Zecken zu sehen sind (Tabelle 
3). Sie sind in der Regel Fehlwirte und stellen für das Virus und seine weitere 
Verbreitung eine Sackgasse dar (Abbildung 7), (Labud  et al. 2002). Serologische 
und epidemiologische Studien an Rindern, Rehen oder Füchsen, deren natürlicher 
Aktionsradius überschaubar ist, zeigen, dass diese Tierarten gute Indikatoren für 
das Vorkommen von TBEV-Microfoci in deren näheren Umfeld sind (Gerth et al. 
1995; Rieger et al. 1999; Titenko et al. 2002; Gritsun et al. 2003). Solche 
Seroprävalenzstudien haben allerdings eine begrenzte Aussagekraft, da mit den 
Ergebnissen nur ausgesagt wird, dass die Tiere mit dem TBEV aufgrund von 
durchseuchter Zeckenpopulationen Kontakt hatten unddamit retrospektiv zu 
betrachten sind (Satz 2006). Sie geben keine Information über den Zeitpunkt und 
die Schwere der stattgefundenen Infektion und auch ni t über die Eigenschaften 
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des Virus. 
Tabelle 3: Wirtsspektrum von TBEV 
Vektoren Amplifikationswirte Mögliche 
Amplifikationswirte 
Sackgassenwirte 
Ixodes ricinus  
(Gemeiner 
Holzbock) 
Apodemus flavicollis 
(Gelbhalsmaus) 
Erinaceus europaeus 
(Europäischer Igel) 
Cervus elaphus 
(Rothirsch) 
Ixodes persulcatus  
(Taigazecke) 
Apodemus sylvaticus 
(Waldmaus) 
Talpa europaea  
(Europäischer 
Maulwurf) 
Capreolus capreolus 
(Europäisches Reh) 
Ixodes hexagonus  
(Igelzecke) 
Apodemus agrarius 
(Brandmaus) 
Sorex araneus  
(Waldspitzaus) 
Capreolus pyrargus 
(Sibirisches Reh) 
Dermacentor 
marginatus 
(Schafszecke) 
Myodes glareolus  
(Rötelmaus) 
 Sus scrofa 
(Wildschwein) 
Dermacentor 
reticulatus 
(Auwaldzecke) 
  Capra aegagrus hircus 
(Hausziege) 
Haemaphysalis spp.   Bos primigenius taurus 
(Hausrind) 
   Equus ferus caballus 
(Hauspferd) 
   Canis lupus familiaris 
(Haushund) 
   Homo sapiens 
(Mensch) 
 
4.1. TBEV-Infektionen bei Haustieren 
4.1.1. TBEV-Infektionen bei Hunden 
TBEV-Infektionen bei Hunden wurden bisher vor allem in Deutschland, der 
Schweiz und Österreich beschrieben (Tipold et al. 1993; Müller 1997; 
Weissenböck et al. 1997; Bröker et al. 2003; Randolph, 2004). Hunde sind 
aufgrund ihrer Körpergröße und aufgrund ihres Verhaltens einem 50 bis 100-fach 
höheren Infektionsrisiko ausgesetzt. (Pfeffer et al. 2011). Hunde zeigen in der 
Mehrzahl aller, durch Laboruntersuchungen bestätigten TBEV-Infektion nur 
selten Symptome oder zeigen unspezifische Anzeichen, die für eine TBEV-
Infektion nicht typisch sind (Weissenböck et al. 1998). Im Fall einer 
symptomatischen Infektion ist der Krankheitsverlauf oft sehr schwer und mit einer 
hohen Mortalität behaftet. Praktisch immer treten erhöhte Körpertemperaturen 
und Verhaltensänderungen auf. Daneben wurden motorische Ausfälle der Vorder- 
oder Hinterläufe mit verminderten Reflexen und verminderter Propriozeption 
beobachtet (Wandler et al. 1972; Reiner et al. 1998; Kritz et al. 2001). Im 
weiteren Krankheitsverlauf werden neurologische Funktio sstörungen des 
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Cerebrum und des Hirnstamm beschrieben. Bei einer post mortem Studie an acht 
Gehirnen von an TBE verendeten Hunden aus Österreich wurden Anzeichen von 
Meningitis, umfassende neuronale Nekrosen, Kernfragmentierungen von 
Gliazellen und eine erhebliche Microgliosis festgesellt. Im Kleinhirn waren ein 
Schwund von Purkinje-Zellen und eine starke Zunahme von Mikroglia-Zellen zu 
beobachten. Alle Hirnregionen zeigten perivaskuläre Infiltrate, bestehend aus 
Lymphocyten, Makrophagen, Plasmazellen und roten Blutkörperchen. Die 
meisten Veränderungen wurden im Neuroparenchym und der Umgebung des 
vierten Ventrikels beobachtet, die aus Läsionen verschiedenster Ausprägung 
bestanden (Weissenböck et al. 1998). Die Pathogenese einer TBEV-Infektion bei 
Hunden wird vergleichbar der des Menschen oder experimentell infizierten 
Mäusen beschrieben (Denk et al. 1966; Doherty et al. 1972; Környey 1978; 
Jellinger 1979; Weissenböck et al. 1998).  
4.1.2. TBEV-Infektionen bei Pferden 
Pferde weisen, ähnlich Hunden, ein akutes Infektionsrisiko für TBEV-Infektionen 
auf. Das Grasen auf der Weide stellt ein Risiko für eine Infektion durch 
Zeckenstich dar. Bei Pferden sind jedoch nur wenige Daten über TBEV-
Infektionen vorhanden. Serologische Studien aus Österreich und Deutschland 
zeigen, dass seropositive Pferde, mit einem TBEV-Endemiegebiet in Verbindung 
gebracht werden können (Rushton et al. 2013). Umgekehrt waren Pferde in Nicht-
Endemiegebieten serologisch TBEV-negativ (Klaus et al. 2013). Eine TBE kann 
beim Pferd asymptomatisch als auch symptomatisch ablaufen (Luckschander et al. 
1999; Müller et al. 2006; Klaus et al. 2013; Rushton et al. 2013). TBE-Infektionen 
bei Pferden weisen unspezifische Krankheitszeichen, reduziertes Gewicht, 
reduzierten Appetit, Nervosität, Ängstlichkeit, Aufbäumen und unerwartetes 
Verhalten auf (Waldvogel et al. 1981; Klaus et al. 2013). Bei Pferden wiederum 
scheint sich nach einer symptomatischen Erkrankung in der Regel vollständige 
Genesung einzustellen. Es sind jedoch auch leichte bleibende Residuen 
beschrieben (Klaus et al. 2013). 
4.2. TBEV-Infektionen bei Nutztieren 
Eine akute TBE-Infektion scheint bei Ziegen, Schafen, Rindern oder Schweinen 
zu keinerlei Symptomatik zu führen. Dies zeigte sich auch bei seropositiven 
Tieren. Ziegen oder Schafe, durch deren Milch Menschen infiziert wurden, 
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zeigten keine Symptome während der virämischen Infektionsphase (Van 
Tongeren 1955; Gresikova et al. 1959; Zindl et al. 1983; Balogh et al. 2012). 
Grundsätzlich scheiden Wiederkäuer während der virämischen Phase das TBEV 
in der Milch aus. Die ausgeschiedene Virusmenge ist für die orale Infektion des 
Menschen ausreichend („undulierendes Milchfieber“). Nach der Fütterung mit 
TBEV-haltiger Milch einer Ziege wurde ein Hausschwein TBEV-positiv getestet, 
allerdings zeigte das Schwein keinen symptomatischen Verlauf. (Holzmann et al. 
2009). 
4.2.1. TBEV-Infektionen bei Rindern 
TBEV-Infektionen bei Rindern wurden bisher nur selten beschrieben. In einer 
Studie aus den 1950er Jahren konnte bei einem mit TBEV subkutan infiziertem 
Rind am dritten und vierten Tag nach der Infektion TBEV aus der Milch isoliert 
werden. Aus dem Blut konnte das Virus bereits nach zwei Tagen isoliert werden. 
Das Tier zeigte während des Versuchs keine klinischen Krankheitssymptome 
(Gresikova et al. 1959). Ergebnisse von Seroprävalenzstudien an 239 Rindern in 
Sibirien zeigten eine gute Übereinstimmung der Prävalenzraten mit TBEV-
Risikogebieten. Für Gebiete mit einer hohen Aktivität von TBEV in Naturherden 
konnte ein hoher Prozentsatz positiver Serumproben nachgewiesen werden und 
für Gebiete mit geringer Aktivität grenzwertige, oder negative Serumproben 
(Titenko et al. 2002). In einer Studie aus Polen aus dem Jahr 2010 wurde von 63 
Rindern Milch mittels RT-PCR getestet. Dabei konnte in 11,1% der getesteten 
Rindern TBEV nachgewiesen werden. (Cisak et al. 2010).  
4.2.2. TBEV-Infektionen bei Schafen und Ziegen 
Im Jahr 1999 erkrankten in Tschechien 21 Personen durch Verzehr traditionell 
hergestellten Schafskäses an einer TBE. Eine Seroprävalenz-Testung von 41 
Schafen ergab, dass 32% der Serumproben TBEV-reaktiv waren (Zeman et al. 
2004). Ziegen, die akut an einer TBE erkrankt sind, scheinen in der virämischen 
Phase keine Symptome zu zeigen. Oft wird man bei ein r Ziege erst dann auf die 
TBE-Infektion aufmerksam, wenn durch ihre virämische Milch ein Mensch 
infiziert wurde (Holzmann et al. 2008; Balogh et al. 2010).  
4.3. TBEV-Infektionen bei Wildtieren 
Bislang gibt es für Wildtiere keine Untersuchungen, bei denen über eine klinische 
Symptomatik bei TBEV-Infektionen berichtet wurde. In Kroatien wurden bei 
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einer serologischen Studie verschiedene Waldtiere gt stet. Im Rahmen einer 
Seroprävalenz-Studie von Rothirschen, Rehen und Wildschweinen zeigten die 
Rehe eine Seroprävalenzrate von 64% (n=37), die Wildschweine von 43% (n=81) 
und die Rothirsche von 38% (n=102) (Borcic et al. 2010). Im Rahmen einer 
serologischen Studie aus der Tschechischen Republik, die im Zeitraum von 1986 
bis 1991 durchgeführt wurde, wurden 33 Rehe, 22 Rothirsche und 34 
Wildschweine untersucht. Auch hier lag mit 21% die höchste Seroprävalenz bei 
Rehen, Rothirsche wiesen eine Seroprävalenzrate von 9% auf und die 
Wildschweine zeigten eine Seroprävalenz von 6% (Hubalek et al. 1993). In einer 
serologischen Studie im Südwesten Deutschlands wurden auf einer Fläche von 
519 km2 während der Jagdzeit von 1986/87 192 Serumproben von erlegten Rehen 
genommen. 47 (24,5%) der Proben wurden im Hämagglutinationshemmtest und 
im ELISA TBEV-positiv getestet. Die Werte wurden mit humanen TBE-
Infektionen aus der Region verglichen. Dabei wurde festgestellt, dass in Arealen 
mit hohen Seroprävalenz-Werten bei Rehen auch humane TBE-Fälle auftraten. 
Die Autoren schließen aus dieser Studie, dass Gebiete mit hohen 
Seroprävalenzraten in Rehen Risikoareale für den Meschen darstellen an TBE zu 
erkranken und damit ein guter Indikator für TBE-Infektionsgebiete sind (Gerth et 
al. 1995). In einer computergestützten Studie aus Slowenien konnte die Dichte des 
Rotwildbestandes mit dem Vorkommen von humanen TBE-Fällen in Verbindung 
gebracht werden. Gebiete mit einer hohen Inzidenz an TBE wiesen eine hohe 
Rotwild-Dichte auf und eine geringe Dichte des Rotwildbestandes korrelierte mit 
einer niedrigen TBE-Rate. Für Rehe konnte in dieser Studie keinen messbaren 
Effekt auf die TBE-Inzidenz festgestellt werden, weil die Anzahl an Rehen in 
Slowenien einen messbaren Schwellenwert überschreitet, sodass kein Effekt auf 
die TBE-Inzidenz auszumachen ist (Knap et al. 2012). 
4.3.1. TBEV-Infektionen bei Mäusen 
Mäuse spielen im natürlichen Übertragungszyklus des TBEV zwischen Zecken 
und Wildtieren eine entscheidende Rolle (Randolph et al. 1999; Charrel et al. 
2004; Satz 2006). Innerhalb dieses Zyklus werden verschiedene Waldmaus-Arten 
(Apodemus spp.) als die wichtigsten Wirte angesehen (Labuda et al. 1999; 
Hubálek et al. 2012). Mäuse werden von sehr vielen Z cken, vor allem im 
Larven- und Nymphenstadium, gleichzeitig befallen. Sie können über die 
Aufnahme virämischen Blutes oder des Cofeeding das Virus von einer Zecke 
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aufnehmen und nach der extrinsischen Inkubationszeit auf andere Wirbeltiere 
übertragen (Labuda et al. 1993b; Labuda et al. 1996). Es gibt Hinweise, dass 
Gelbhalsmäuse (Apodemus flavicollis) und Waldmäuse (Apodemus sylvestris) mit 
TBEV persistent infiziert werden können. Solch eine p rsistierende TBE-
Infektion zeigt bei den Tieren keine klinische Symptomatik (Achazi et al. 2011). 
Eine Studie aus Finnland beschreibt, dass TBEV während der Wintermonate in 
Microtus agrestis und in Myodes glareolus persistiert (Tonteri et al. 2011). 
4.3.2. TBEV-Infektionen bei Vögeln 
TBE-Virusverbreitung über eine größere Distanz kann durch den alljährlichen 
Vogelzug von Vogelarten, die im Winter in ihre Winterquartiere ziehen und im 
Sommer an ihre Brutstätten zurückkehren, erfolgen. Dies wurde aktuell in einer 
Publikation aus Estland beschrieben, in der von Sperling n 249 Zecken 
abgesammelt wurden und eine Zecke TBEV-positiv war (Geller et al. 2013). In 
einer Studie aus Schweden wurden 1155 Zecken auf TBEV untersucht, die von 
13260 Zugvögeln abgesammelt wurden, die auf dem Weg in ihr Winterquartier im 
Süden waren. Von diesen 1155 Zecken wurden sechs Zecken TBEV-positiv 
getestet (Waldenström et al. 2007). Basierend auf diesen Daten kann Vogelzug als 
Verbreitungsmöglichkeit von TBEV-positiven Zecken etlang der Flugrouten 
beschrieben werden. Das heißt, TBEV kann vermutlich über Zecken, die an den 
Zugvögeln anhaften, über weite Strecken verbreitet werden (Waldenström et al. 
2007; Publikation 5, Frey et al. 2012; Publikation 3, Weidmann et al. 2013; 
Publikation 1, Frey et al. 2013b). In der Literatur ist zur Seroprävalenz von TBEV 
in Zugvögeln aus Sibirien eine Studie beschrieben, in der aus 44 verschiedenen 
Vogelarten 22 Arten auf TBEV serologisch reaktiv getestet werden konnten 
(Korenberg et al. 1984). Zu TBEV-Erkrankungen in Vögeln gibt es bislang keine 
Untersuchungen. 
4.3.3. TBEV-Infektionen bei Füchsen 
Wie mehrere Studien zeigen, sind Füchse ebenfalls Träger TBEV-positiver 
Zecken oder haben nach einer durchgemachten TBE-Infektion Antikörper 
gebildet. In einer Studie aus Kroatien wurden von 40 Rotfüchsen Zecken 
abgesammelt und auf TBEV getestet. Die Zecken hatten eine TBEV-Prävalenz 
von 1,6% (Jemeršić et al. 2013). Rieger et al. veröffentlichten 1999 eine Studie 
zur Seroprävalenz von TBEV in Füchsen in Deutschland u d Frankreich. Die 
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Autoren berichten von einer Antikörper-Prävalenz von 9,8% im Ostschwarzwald 
(n=153), 10% im Odenwald (n=50), 2% im Taunus (n=50), 0% in Brandenburg 
(n=86) und 1,8% für Nordostfrankreich (n=55). Die Prävalenzwerte der 
verschiedenen Regionen wurden mit TBE-Risikogebieten verglichen und 
stimmten überein (Rieger et al. 1999). Eine weitere Schlussfolgerung aus der 
Studie ist, dass Füchse ein guter Indikator für Risikogebiete sind, da sie in einem 
engen Umkreis von etwa 7-10 Quadratkilometer leben. Ob Füchse selbst an 
TBEV erkranken ist bislang nicht bekannt. 
5. Phylogenie von TBEV 
Für phylogenetische Fragestellungen und die Erstellung von Stammbäumen 
werden für Flaviviren im Allgemeinen die kodierende Bereiche des Hüllproteins 
(E-Gen), der RNS-abhängigen RNS-Polymerase (NS5) oder der Helicase (NS3) 
verwendet (Zanotto et al. 1996; Billoir et al. 2000; Cook et al. 2006). 
Phylogenetische Analysen von TBEV auf der Basis des E-Gens ergeben drei 
genetische Linien, die mit dem europäischen, sibirichen und fernöstlichen Subtyp 
übereinstimmen (Abbildung 11), (Ecker et al. 1999). Obwohl die Variabilität 
innerhalb der Subtypen mit maximal 2,2% und zwischen d n Subtypen mit 
maximal 5,6% auf der Aminosäureebene relativ gering si d, haben diese einen 
großen Effekt auf die Virulenz (Hayasaka et al. 1999; Lindquist et al. 2008). TBE, 
verursacht durch den fernöstlichen Subtyp, kann mit einer Sterberate von bis zu 
30% im Vergleich zur Sterberate beim europäischen Subtyp mit 1-2% deutlich 
schwerer verlaufen (Wallner et al. 1996).  
Zur Klassifizierung der TBEV-Stämme innerhalb der Subtypen werden 
Referenzstämme verwendet (Hubálek et al 2012). Der europäische Subtyp der 
TBEV hat die zwei Referenzstämme Hypr (U39292) und Neudoerfl (U27495). 
Der Referenzstamm Hypr steht stellvertretend für die hochpathogenen TBEV-
Stämme des europäischen Subtyps und der Referenzstamm Neudoerfl für die 
niedrigpathogenen Stämme. Der sibirische Subtyp wird durch die beiden 
Referenzstämme Aina (JN003206) und Vasilchenko (AF069066) beschrieben 
(Hubálek et al 2012). Der Referenzstamm des fernöstlichen Subtyps ist der 
hochpathogene Stamm Sofyin (JF819648), (Hubálek et al 2012). Genetisch mit 
TBEV eng verwandt ist das Louping ill Virus (LIV) (KF056331). Es wird von 
manchen Autoren als vierter Subtyp betrachtet (Hubalek et al. 1995; Grard et al. 
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2007). Der europäische Subtyp ist genetisch näher mit LIV verwandt, als mit dem 
sibirischen und fernöstlichen Subtyp des TBEV, weshalb beim Erstellen von 
phylogenetischen Stammbäumen das LIV auch gerne als Outgroup für den 
europäischen Subtyp verwendet wird (Abbildung 10).  
6. Ziel der Doktorarbeit 
Das Ziel der im Rahmen der Doktorarbeit durchgeführten Arbeiten war die 
Charakterisierung von TBE-Viren aus Zecken und Mäusen, deren Typisierung 
und Vergleiche auf Basis von subgenomischen Fragment- und 
Gesamtgenomanalysen. Im Folgenden werden fünf Originalarbeiten vorgestellt, 
die im Rahmen dieser Arbeit publiziert wurden. 
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IV.  DISKUSSION 
1. Isolierung von TBEV aus Zecken 
Im Rahmen der Doktorarbeit gelang es TBEV verschieden r Subtypen aus 
Zentraleuropa und Sibirien zu isolieren. Über den Zitraum der Arbeit konnten 16 
Viren des Europäischen Subtyps und ein Isolat des Sibirischen Subtyps aus 
Zecken isoliert werden. Zur Virus-Isolierung wurde TBEV-positives 
Zeckenmaterial verwendet und auf permanenten Zellkulturen (VeroB4) inkubiert 
(Publikation 5, Frey et al. 2012). 
Es ist gelungen, aus einem einzigen Naturherd in der Ob rpfalz (Haselmühl), der 
als Mikrofokus im Zeitraum von drei Jahren kontinuierlich beprobt wurde, 14 
TBEV-Isolate zu gewinnen. Aus zwei weiteren Mikrofoci in der Oberpfalz 
konnten zwei weitere TBEV aus Zecken isoliert werden (Burglengenfeld und 
Heselbach). Mit Hilfe dieser neuen TBEV-Isolate des europäischen Subtyps 
können Infektionsversuche im Maus-Tiermodell durchgeführt werden und neue 
Erkenntnisse über die Pathogenität von TBEV-Viren aus dem 
Zentraleuropäischen Raum gewonnen werden. In Vergleichen der 
Untersuchungsergebnisse mit anderen TBEV-Isolaten aus Europa und Sibirien 
können dann erstmals Aussagen über die Virulenz von TBEV-Stämme aus 
Deutschland getroffen werden (Överby et al., Universität Umea, in Bearbeitung).  
Bei dem isolierten Virus des Sibirischen Subtyps handelt es sich um ein TBEV, 
das aus einer Zecke aus der Mongolei isoliert wurde. Basierend auf der 
Gesamtgenomanalyse und zellbiologischen Versuchen mit diesem Virusisolat 
(Publikation 5, Frey et al. 2012), werden ebenfalls die Pathogenität des Virus im 
Maus-Tiermodell untersucht (Överby et al., Universität Umea, in Bearbeitung). 
2. Typisierung und Epidemiologie von TBEV 
2.1. Vergleich von TBEV basierend auf Nukleotidsequenzen des E-Gens 
Im Rahmen der Doktorarbeit wurden von 2010 bis 2012 für die Subtypisierung 
von TBE-Viren in Mitteleuropa 38 Stämme aus fünf Ländern (Deutschland, 
Dänemark, Österreich, Slowakei und Mongolei) molekularbiologisch 
charakterisiert. Nach der Sequenzbestimmung der E-Gene wurden die Sequenzen 
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mit bekannten Sequenzen aus dem europäischen Raum verglichen und 
Stammbäume für phylogenetische Vergleiche erstellt.  
2.1.1. Vergleich von TBEV-Stämmen aus Deutschland, Österreich und 
der Slowakei 
Ein Vergleich von insgesamt 102 verfügbaren TBEV-Stämmen aus Deutschland, 
Österreich, Tschechien und der Slowakei zeigt die Zuordnung von Stämmen aus 
dem Osten Bayerns in verschiedene Kladen, die mit den Stämmen aus Osteuropa 
assoziiert sind (Abbildung 8), (Publikation 3, Weidmann et al. 2013). 
Phylogenetische Analysen des Hüll-Gens zeigen, dass ie Stämme im Osten 
Bayerns im Zeitraum von etwa 300 Jahren aus dem Osten Europas nach 
Deutschland eingetragen und vor etwa 200 Jahren wieder in den Osten 
zurückgeführt wurden. Anfang des 20. Jahrhunderts ist eine Rückkehr 
verschiedener TBEV-Stämme nach Deutschland aus dem Osten zu beobachten. 
Eine Verbreitung von TBEV aus dem Osten Europas nach Westen wird in 
weiteren Studien gezeigt (Heinze et al. 2012; Zanotto et al. 1995). Die 102 TBEV-
Stämme können in zwei Subkladen A (gelb) und B (grün) eingeteilt werden 
(Abbildung 8). Für die Stämme der Subklade A aus Asbach, Fürstenstein, 
Heselbach und Burglengenfeld (Oberpfalz) wird vermutet, dass sie sich unter 
einer nördlichen Umgehung des Bayerischen Waldes in Richtung Oberpfalz 
verbreitet haben. TBEV-Stämme aus der Subklade B aus Haselmühl wurden in 
einer südlichen Umgehung des Bayerischen Waldes entlang der Donau und dann 
nach Norden in die Oberpfalz eingetragen. Die Verbreitung von TBEV-Stämmen 
nach Deutschland kommt womöglich über Wanderungen vo  Wildtieren 
zustande, die als Virusreservoir oder auch Träger von Zecken in Frage kommen. 
Weitere Möglichkeiten der TBEV-Verbreitung kann über Zugvögel stattfinden, 
die von Zecken befallen sind oder zum Beispiel auch durch Haustiere, wie der 
Hund. Nach Wanderungen oder nach Urlaubsreisen können an den Hunden 
TBEV-infizierte Zecken anhaften, die zur Verbreitung von TBEV-Stämmen 
beitragen können (Hoogstraal et al. 1963; Waldenström et al. 2007; Kunze 2008; 
Kovalev et al. 2009; Pfeffer et al. 2011; Publikation 5, Frey et al. 2012). Sozio-
ökonomische Aspekte spielen bei der Verbreitung von Viren ebenfalls eine große 
Rolle. Zu nennen sind Aspekte wie zum Beispiel der Güter- und Warenverkehr, 
der durch die Öffnung der Grenzen in den Osten nach den 1990er Jahren 
zugenommen und so möglicherweise für eine Verbreitung von Wildtieren gesorgt 
IV. Diskussion    57 
hat (Fickel et al. 2012). Es wird angenommen, dass diese als Träger von 
infektiösen Zecken oder als Virusreservoir eine Verbr itung des Virus von Ost 
nach West bedingten. Außerdem sind Völkerwanderungen als eine mögliche 
Ursache zu nennen, die durch die Kriege oder Hungers öte der letzten 
Jahrhunderte in Europa verursacht wurden. Einhergehnd mit den 
Bevölkerungsab- und zuwanderungen kam es durch die an die Menschen 
assoziierten Nagetiere, die als Zeckenträger oder als Virusreservoir fungierten, zu 
einer möglichen Verbreitung von TBEV (Kovalev et al. 2009; Publikation 3, 
Weidmann et al. 2013). Bemerkenswert ist, dass nach den derzeit verfügbaren 
Rechenmodellen eine erste Einwanderung des TBEV in Bayern vor 350 Jahren, 
etwa zur Zeit des Dreißigjährigen Krieges mit großen Völkerwanderungen im 
ostbayerischen Grenzland, errechnet wurde (Weidmann et al. 2013). 
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Abbildung 8: Phylogenetischer Stammbaum mit der bayesianischen Analyse von 102 TBEV-
Stämmen aus Deutschland, Österreich, Tschechien und Slowakei (Publikation 3, Weidmann et al. 
2013). Die 120 TBEV-Stämme können in zwei Subkladen A (gelb) und B (grün) eingeteilt 
werden. Die 34 Virusstämme, die im Rahmen dieser Doktorarbeit eingebracht wurden, sind rot 
umklammert und nach ihrer Herkunft beschriftet. Die Analysenmethode errechnete eine 
Verbreitung der Viren über einen Zeitraum von 350 Jahren. Weitere Informationen zu den TBEV-
Stämmen und der Methode sind in der Publikation zu finden (Publikation 3, Weidmann et al. 
2013). 
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2.1.2. Vergleich eines mongolischen TBEV mit TBEV-Stämmen aus 
Sibirien 
Das mongolische Gesundheitswesen und die Surveillance zu TBEV-
Erkrankungen befinden sich erst seit wenigen Jahren im Aufbau und werden stark 
durch die politische Lage im Land beeinflusst. Während einer Expedition in die 
Mongolei konnten im Jahr 2010 64 Zecken gesammelt wrden, wovon zwei 
Zecken TBEV-positiv getestet wurden. Aus einer der b iden Zecken konnte das 
gesamte Genom sequenziert und ein Virusstamm isoliert w rden (MucAr 
M14/10), (Publikation 5, Frey et al. 2012).  
Phylogenetische Analysen für die Sequenz des 1488 Nukleotide langen E-Gens 
ergaben die Zuordnung zum sibirischen Subtyp des TBEV. Über Vergleiche mit 
Sequenzen aus der Genbank konnte die größte Übereinstimmung mit Sequenzen 
eines sibirischen Stammes aus Irkutsk gefunden werden. Die Übereinstimmung 
ergab 96,7% auf Nukleotidebene und 99,5% auf Aminosäurenebene (Publikation 
5, Frey et al. 2012).  
Der sibirische Subtyp des TBEV kann im phylogenetischen Stammbaum der E-
Gene in zwei Unterkladen eingeteilt werden. In einer Unterklade clustern 
Virusstämme aus Westsibirien und in der anderen Unterklade die TBEV-Stämme 
aus Ostsibirien (Publikation 5, Frey et al. 2012). In der Literatur wird beschrieben, 
dass die Einteilung der beiden Unterkladen wahrscheinlich aufgrund zweier 
Aminosäureaustausche an den Positionen 234 und 431 zurückzuführen ist 
(Gritsun et al. 2001; Gritsun et al. 2003). Das mongolische MucAr M14/10 weist 
als einziges bisher bekanntes TBEV geteilte Eigenschaften in den 
Aminosäureaustauschen 234 und 431 auf und kann dadurch weder klar den 
ostsibirischen Stämmen, noch den westsibirischen TBEV-Stämmen zugeordnet 
werden. Die bisher angenommene eindeutige Unterteilung in west- und 
ostsibirischen TBEV-Stämmen kann Aufgrund unserer Ergebnisse nicht bestätigt 
werden (Publikation 5, Frey et al. 2012).  
Die Verbreitung des TBEV sibirischen Subtyps in dieMongolei kann auf zwei 
Wegen erfolgt sein. Ein möglicher Weg ist eine Verbr itung entlang der 
transsibirischen Route über die transsibirische Eisenbahn oder das 
Fernstraßennetz (Kovalev et al. 2009). Für diese Möglichkeit der Verbreitung 
spricht, dass das MucAr M14/10-Virus mit TBEV-Stämmen im phylogenetischen 
Stammbaum clustert, die ihre Verbreitung ebenfalls entlang der transsibirischen 
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Route haben (Publikation 5, Frey et al. 2012). Die zweite Möglichkeit der 
Virusverbreitung besteht über den Vogelzug von China über die Mongolei an den 
Baikalsee und zurück. Vogelzug als Verbreitungsmöglichkeit von TBEV-
positiven Zecken entlang der Flugrouten wurde bisher in verschiedensten 
Publikationen beschrieben und könnte eine weitere Möglichkeit sein, wie das 
TBEV sibirischen Subtyps in die Mongolei gelangt ist (Korenberg et al. 1984; 
Waldenström et al. 2007; Publikation 5, Frey et al. 2012; Publikation 1, Frey et al. 
2013b).  
Von einer weiteren Expedition im Juli 2013 wurden 1600 Zecken nach 
Deutschland gebracht und werden derzeit auf TBEV untersucht. Von 616 bisher 
untersuchten Zecken wurden 15 TBEV-positiv getestet und deren E-Gene werden 
zum gegenwärtigen Zeitpunkt sequenziert (unpublizierte Ergebnisse). Die 
folgenden Ergebnisse versprechen eine umfangreiche Dat nsammlung, die die 
Erkenntnisse von TBEV in der Mongolei zu einem neuen Sachstand in puncto 
Surveillance und Epidemiologie führen werden. 
 
2.1.3. Vergleich eines dänischen TBEV-Stammes mit skandinavischen 
TBEV-Stämmen 
In den skandinavischen Ländern nimmt die Anzahl an TBE-Fällen zu und TBEV 
breitet sich geographisch weiter aus (Jääskeläinen et al. 2011). In Dänemark 
wurde in den 1950er Jahren zum ersten Mal über TBE von der Insel Bornholm 
berichtet. Es gab damals etwa vier Krankheitsfälle bezogen auf 100.000 Personen. 
Nach dem erstmaligen Auftreten der TBE auf dem Festland Dänemarks (Zealand) 
in den Jahren 2008 und 2009 (Fomsgaard et al. 2009), wurden in verschiedenen 
Regionen Dänemarks Zecken gesammelt und auf TBEV getestet. Im Rahmen 
dieser Studie konnte ein TBEV E-Gen sequenziert werden (Publikation 4, 
Fomsgaard et al. 2013). Die phylogenetischen Analysen des Hüll-Gens ergaben 
für das Dänische TBEV eine Eingruppierung in eine Unterklade mit zwei 
schwedischen TBEV-Stämmen (Abbildung 9). Diese Eingruppierung des neuen 
TBEV in Dänemark aus dem Jahr 2011 scheint sehr eng mit der Verbreitung der 
Viren durch Wildtiere assoziiert zu sein. In Schweden wurde im Laufe der letzte 
zwei Jahrzehnte eine Zunahme der Rehpopulation und damit eine Zunahme der 
Zeckenpopulation beobachtet (Jaenson et al. 2012). Eine Verbreitung der Tiere in 
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Richtung Südwesten Schwedens war zu beobachten, was auch dazu geführt haben 
könnte, dass das Virus in den an den Rehen anhaftenden Zecken vom Süden 
Schwedens nach Dänemark gelangt ist (Publikation 4, Fomsgaard et al. 2013). 
Das neu entdeckte Virus aus Dänemark gruppiert im phylogenetischen 
Stammbaum direkt mit schwedischen TBEV-Stämmen (Abbildung 9) und nicht 
mit dem lange bekannten TBEV aus Bornholm. 
 
Abbildung 9: Stammbaum basierend auf dem 1488 nt langen Gen für das E-Protein (Publikation 4, 
Fomsgaard et al. 2013). Der dänische TBEV-Stamm Zealand T2 (rot markiert) gruppiert in einer 
Klade mit TBEV-Stämmen aus Schweden und Norwegen. Der Stammbaum wurde in Clustal W 
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/ clustalw2/) nach der Neighbour Joining Methode erstellt, 1000 
Bootstraps. Weitere Informationen zu den TBEV-Stämmen und der Methode sind in der 
Publikation zu finden (Publikation 4, Fomsgaard et al. 2013).  
 
In diesen Analysen zeigt sich ebenfalls, dass die Verbreitung von TBEV in den 
skandinavischen Ländern im ständigen Fluss ist und eng mit der Wanderung von 
Tieren oder anthropogenen Faktoren zu tun hat. Für detailliertere Analysen zur 
genauen Verbreitung sind mehr Informationen zu TBEV-Mikrofoci und deren 
assoziierten TBEV-Stämmen aus Nord- und Südskandinavie  nötig. 
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2.2. Sequenzierung von TBEV-Gesamtgenomen aus der Slowakei, 
Österreich und der Mongolei 
Für die Typisierung von TBEV in ausgewählten Länder konnten für fünf neue 
Stämme aus drei Ländern das Gesamtgenom sequenziert und charakterisiert 
werden (ein Stamm aus Österreich, drei Stämme aus der Slowakei und ein Stamm 
aus der Mongolei).  
2.2.1. Epidemiologie von TBEV-Stämmen aus der Slowakei 
Basierend auf der umfangreichen Stammsammlung von Milan Labuda war es 
möglich, von drei TBEV-Isolaten aus der Slowakei das Gesamtgenom zu 
sequenzieren. Zwei der Stämme, 285 (KC835595) und 114 (KC835596), wurden 
aus Zecken (Ixodes ricinus) und ein Stamm CGl223 (KC835597) aus dem Gehirn 
einer Rötelmaus (Myodes glareolus) isoliert. Interessant ist bei diesen Stämmen, 
die aus unterschiedlichen Wirten stammen, der Vergleich, ob das TBEV Virus aus 
unterschiedlichen Tierspezies unterschiedliche Sequenzen aufweist und somit 
wirtsspezifisch sein könnte. Ein weiterer Aspekt ist, dass aus der Slowakei bis 
dahin keine Daten über TBEV Gesamtgenome existieren (Publikation 1, Frey et 
al. 2013b).  
Ein Vergleich der drei Sequenzen zeigt eine hohe Sequenzhomologie von mehr 
als 99,5% auf Nukleotidebene. Vergleicht man die drei Stämme auf 
Aminosäurenebene, so findet man in den Polyproteinen von 3400 Aminosäuren 
Länge nur drei Aminosäurenunterschiede (Publikation 1, Frey et al. 2013b). Die 
Aminosäurenunterschiede befinden sich im NS2a- und im NS4b-Protein, deren 
Funktion im TBEV bislang noch nicht abschließend geklärt ist. Ein Vergleich der 
Aminosäurensequenz des Polyprotein von TBEV CGl223, das aus dem Gehirn 
einer Rötelmaus isoliert wurde und der TBEV-Aminosäurensequenz des 
Polyprotein des Zeckenisolat 114 weisen eine höhere Identität auf, als ein 
Vergleich der beiden TBEV-Aminosäurensequenzen der beiden Zeckenisolate 
285 und 114 untereinander. Basierend auf diesem Vergleich kann angenommen 
werden, dass es in Zecken und Rötelmäusen vermutlich keine wirtsspezifische 
Selektion im TBEV-Gesamtgenomen gibt. Dies muss allerdings noch durch 
weitere Sequenzierungen von TBEV-Gesamtgenomen in unterschiedlichen 
Wirten bestätigt werden. Kritisch zu bewerten ist her, dass vor der Sequenzierung 
jedes der Isolate unterschiedlich oft in Gehirnen von Babymäusen passagiert 
wurde und somit eine Anpassung der Stämme an die neuro alen Babymauszellen 
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stattgefunden haben könnte. Der Stamm 285 wurde dreimal, der Stamm 114 
neunmal im Gehirn einer Babymaus passagiert, beide Isolate stammen 
ursprünglich aus Zecken. Der Stamm CGl223, ursprünglich aus dem Gehirn einer 
Rötelmaus (Myodes glareolus) isoliert, wurde fünfmal im Gehirn einer Babymaus 
passagiert (Publikation 1, Frey et al. 2013b).  
Im phylogenetischen Stammbaum der Gesamtgenome liegen alle drei 
Slowakischen TBEV-Stämme in einer Klade, die eine nahe Verwandtschaft mit 
dem deutschen Stamm aus Amberg, AS33 (GQ266392) und dem österreichischen 
Stamm A104 (KF151173), aufweist (Abbildung 10). Hier st ein Unterschied 
zwischen dem Stammbaum der E-Gene, der als Standard zur phylogenetischen 
Eingruppierung für TBEV-Stämme gilt und dem Stammbaum der Gesamtgenome 
zu erkennen (Abbildung 8), (Publikation 3, Weidmann et al. 2013). Im 
phylogenetischen Stammbaum der E-Gene zeigt sich neben der nahen 
Verwandtschaft mit dem österreichischen TBEV-Stamm A104 (KF151173) und 
dem deutschen TBEV-Stamm Haselmühl HM666 (JF501452), dass der Stamm 
AS33 in einer anderen Klade liegt. Im Stammbaum der G samtgenome gruppiert 
der Stamm A104 zusammen mit AS33 (Abbildung 10), (Publikation 2, Frey et al. 
2013a). Zu diskutieren ist, dass ein Genomabschnitt wie das E-Gen nur einen Teil 
des Virus-Gesamtgenoms vertritt und damit auch nur eine Art „Fingerabdruck“ 
sein kann. Ein Gesamtgenom repräsentiert den kompletten kodierenden und nicht-
kodierenden Bereich und bietet letztendlich ein Maximum an Informationen, die 
zur Erstellung eines genauen Stammbaumes unerlässlich ind. Die führt zu einer 
viel „schärferen“ Auftrennung innerhalb der TBEV-Stämme in phylogenetischen 
Stammbäumen. In einer Zeit in der durch Next-Generation Sequencing 
Gesamtgenome im Hochdurchsatz-Verfahren erstellt werden können, sollten 
Gesamtgenome als Mittel der Wahl für phylogenetische Bestimmungen 
herangezogen werden. Hierfür sind jedoch noch mehr TBEV-
Gesamtgenomsequenzen nötig, denn für umfangreiche Vergleiche von TBEV-
Stämmen gibt es derzeit noch zu wenige Gesamtgenome, die in die 
Genomdatenbank eingestellt sind (http://www.ncbi.nlm ih.gov/nuccore). 
Innerhalb der Slowakei konnte im Vergleich der regionalen Verbreitung von den 
drei TBEV festgestellt werden, dass die beiden Stämme, die am weitesten 
geographisch voneinander entfernt isoliert wurden, am engsten miteinander 
verwandt sind (Stamm CGl223 und 114), (Abbildung 10), (Publikation 1, Frey et 
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al. 2013b). Die wahrscheinlichste Erklärung über di weite geographische Distanz 
dieser beiden Stämme innerhalb der Slowakei ist der Vogelzug (Spitalská et al. 
2006; Geller et al. 2013). Die Möglichkeit der TBEV-Verbreitung von der 
Zahorska-Ebene zur Donau-Ebene entlang von Flusstälern, Eisenbahnschienen 
oder Autobahnen ist geographisch eher unwahrscheinlich (Publikation 1, Frey et 
al. 2013b). Zwischen diesen beiden Ebenen, aus denen die beiden TBEV isoliert 
wurden, liegen die kleinen Karpaten (Höhe 768m). 
 C G l223  K C 835597 S low ak e i
 114  K C 835595 S low ak e i
 285  K C 835 596 S low ak e i
 A 104 K F 151173 O e s te rre ic h
 A S 33 G Q 2663 92 D eu ts c h land
 L jub liana  I JQ 654701 S low en ien
 263  U 27491 Ts c hec h ien
 S a lem  F J572210 D euts c h land
 N eudoe rfl U 27495 O es te rre ic h
 H y pr U 32992  Ts c hec h ien
 K 23 A M 60096 5 D euts c h land
 Loup ing  il l virus  Y 07863
0.01  
Abbildung 10: Phylogenetischer Stammbaum aller verfügbaren Gesamtgenome aus Zentraleuropa, 
basierend auf elf TBEV-Gesamtgenomsequenzen (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/). Die 
drei Slowakischen Sequenzen (CGl223, 114 und 285) sind mit einem Dreieck markiert, das 
Österreichische TBEV-Virus A104 mit einem Kreis. Das österreichische Virus A104 clustert in 
einer Subklade mit dem deutschen Stamm AS33 (Publikation 2, Frey et al. 2013a). Für die 
Erstellung des Stammbaumes wurde MEGA 5 (www.megasoftware.net) verwendet, Neighbour 
Joining, 1000 bootstraps.  
 
2.2.2. Epidemiologie eines TBEV-Stamms aus Österreich 
Aus Österreich war bis zur Erstellung dieser Doktorarbeit nur eine Gesamtgenom-
Sequenz erhältlich. Hierbei handelt es sich um das Gesamtgenom des 
Referenzstammes für niedrigpathogene TBEV-Stämme des europäischen Subtyps, 
Neudoerfl (U27495). Dieser TBEV-Stamm wurde 1971 aus einer Zecke aus dem 
Burgenland isoliert (Wallner et al. 1996). Mit der Gesamtgenom-Sequenzierung 
des Stammes A104 (KF151173), isoliert aus dem Gehirn einer Gelbhalsmaus 
(Apodemus flavicollis) ist nun von einem weiteren TBEV-Stamm aus Österreich 
das Gesamtgenom bekannt. Ein Vergleich der beiden Squenzen zeigt eine 
Sequenzhomologie von 97,6% auf Nukleotidebene. Vergleicht man die beiden 
Stämme auf Aminosäurenebe, so findet man einen Aminosäurenunterschied von 
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32 Aminosäuren (Publikation 2, Frey et al. 2013a). Vergleicht man das 
Gesamtgenom in einem phylogenetischen Stammbaum (Abbildung 10) so zeigt 
sich, dass der österreichische Stamm A104 aus Wagnitz viel näher mit dem 
Stamm Amberg AS33 (GQ266392) verwandt ist, als mit dem österreichischen 
Referenzstamm Neudoerfl. Die Ergebnisse der beiden österreichischen 
Gesamtgenome zeigen, dass zwei Stämme, die geographisch dicht beieinander 
liegen (Distanz 144km), nicht phylogenetisch nahe Vrwandtschaft zeigen 
müssen (Fajs et al. 2012; Publikation 1, Frey et al. 2013b; Publikation 3, 
Weidmann et al. 2013). 
2.2.3. Epidemiologie eines TBEV-Stamms aus der Mongolei 
Das im Rahmen dieser Arbeit publizierte Gesamtgenom des Mongolischen 
MucAr M14/10 (JQ429588) ist das erste Gesamtgenom, das aus einer TBEV-
positiven Zecke (Ixodes persulcatus) aus der Mongolei sequenziert wurde. Bis zu 
dem Zeitpunkt der Veröffentlichung waren zwei genomische Fragmente des 
Hüllproteins sequenziert und in der NCBI-Datenbank 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed) veröffentlicht (HM133639 und 
HM133640), (Khasnatinov et al. 2010).  
Ein Vergleich des Gesamtgenoms des mongolischen TBEV MucAr M14/10 mit 
dem sibirischen Subtyp Referenzstamm Vasilchenko (AF069066) zeigt eine 
Sequenzhomologie von 94% auf der Nukleotidebene und ei  Unterschied von 22 
Aminosäuren führt zu einer Homologie von 99% der beiden Stämme auf 
Aminosäurenebene (Publikation 5, Frey et al. 2012). Die größte Verwandtschaft 
ist zum Stamm Zausaev (AF527415) zu erkennen (Abbildung 11) (Publikation 5, 
Frey et al. 2012). Es existiert eine Sequenzhomologie der beiden Stämme von 
97% auf der Nukleotidebene und 99% auf Aminosäureneb . Vergleicht man 
das mongolische Gesamtgenom in einem phylogenetischn Stammbaum mit 
anderen Gesamtgenomen verschiedenster Subtypen zeigt sich, dass das 
mongolische MucAr M14/10 dem Sibirischen Subtyp derTBEV zuzuordnen ist 
(Publikation 5, Frey et al. 2012).  
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Abbildung 11: Phylogenetischer Stammbaum basierend auf 31 Gesamtgenomsequenzen von 
TBEV-Stämmen verschiedenster Subtypen (Publikation 5, Frey et al. 2012). Für die Erstellung des 
Stammbaumes wurde MEGA 5 (www.megasoftware.net) verwendet, Neighbour Joining, 1000 
bootstraps. Das Mongolische Virus MucAr M14/10 (umrandet) clustert in der Klade es Sibirischen 
Subtyps. Erläuterungen zu den Abkürzungen der TBEV-Stämmen unter Publikation 5, Frey et al. 
2012. 
 
 
V. Zusammenfassung      67 
V. ZUSAMMENFASSUNG 
Im Rahmen dieser Doktorarbeit konnten in den Jahren von 2010 bis 2012 38 
TBEV-Stämme aus fünf verschiedenen europäischen und asiatischen Ländern 
(Deutschland, Dänemark, Österreich, Slowakei und Mongolei) mittels Primer-
walking neu charakterisiert werden. Diese Stämme wurden auf Basis von 
subgenomischen Fragment-Analysen sowie Gesamtgenomanalysen typisiert und 
phylogenetische Vergleiche durchgeführt. Als ein Ergebnis der phylogenetischen 
Fragment-Analysen des Hüll-Gens, nach der Methode Bayesianischer Statistik, 
konnte für 102 europäische TBEV-Stämme gezeigt werden, ass sie sich über 
einen Zeitraum von 350 Jahren in zwei großen Linien verbreitet haben. 
Phylogenetische Analysen haben ergeben, dass die verschi den TBEV-Stämme 
nördlich und südlich des Bayerischen Waldes aus der Tschechischen und 
Slowakischen Republik nach Deutschland eingeschleppt wurden. 
Für die Verbreitung der TBEV-Stämme wurde die Hypothese aus früheren 
Arbeiten gestärkt, dass Wanderungen von Wildtieren entlang von Flüssen und 
Tälern, die als Virusreservoir oder auch Träger vonZecken in Frage kommen, für 
die Verbreitung des Virus verantwortlich sein könne. Ebenso können Zugvögel 
TBEV verbreiten. Zur Brutzeit können die Vögel im Nest von TBEV-infizierten 
Zecken gestochen werden und diese später entlang ihrer Flugrouten verbreiten. In 
dieser Arbeit wird eine umfassende Literaturzusammenfassung über den aktuellen 
Stand zur Verbreitung von TBEV-Infektionen in Tieren gegeben. 
Bei der Verbreitung von TBEV spielen auch der Mensch und sozio-ökonomische 
Aspekte eine große Rolle. Hier ist das geänderte Freizeit- oder Reiseverhalten der 
Menschen zu nennen, die bei Reisen in den Osten Europas gerne ihre Haustiere 
mitführen, die als möglicher Träger von TBEV-infizierten Zecken fungieren. Aber 
auch durch den gestiegenen Güterfernverkehr kann eie Verbreitung von 
Nagetieren stattfinden, die als Träger infektiöser Z cken oder als Virusreservoir 
das Virus entlang der Fernrouten verteilen können. In der Vergangenheit waren 
auch Völkerwanderungen, verursacht durch Kriege oder Hungersnöte im Europa 
der letzten Jahrhunderte, für eine mögliche Verbreitung von TBEV 
verantwortlich.  
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Im Zusammenhang mit den gewonnenen Sequenz-Daten aus der Slowakei, 
Österreich und der Mongolei konnten auch frühere Hypothesen bestätigt werden, 
dass TBEV-Stämme, die geringe Unterschiede in ihrer genetischen Diversität 
aufweisen, durchaus eine große geographische Distanz h ben können und nicht 
aus derselben Region kommen müssen. 
In dieser Arbeit wurde die Frage, ob es wirtsspezifische Unterschiede von TBEV-
Sequenzen gibt, erstmals beantwortet. Sequenzvergleiche von TBEV-
Gesamtgenomsequenzen aus einer Rötelmaus und einer Z cke aus der Slowakei 
zeigten, dass beide Sequenzen auf Aminosäureebene id tisch waren. Basierend 
auf diesem Ergebnis wird exemplarisch demonstriert, dass es möglicherweise 
keine Wirtsunterschiede von TBEV-Gesamtgenomen zwischen Zecken und 
Rötelmaus gibt. 
Im Rahmen der in der Doktorarbeit durchgeführten Arbeiten wurden 16 TBE-
Viren des Europäischen Subtyps und ein Isolat des Sibirischen Subtyps aus 
Zecken und Nagetieren isoliert. Teile dieser Isolate werden derzeit im Maus-
Tiermodell auf ihre Pathogenität untersucht, damit neben den phylogenetischen 
Ergebnissen ein ganzheitliches Bild der TBEV-Stämme geschaffen werden kann. 
Zusammenfassend ist es in dieser Arbeit gelungen, das Wissen über die Herkunft 
und Verbreitung von TBEV in Europa und der Mongolei w sentlich zu erweitern. 
Sie liefert damit die Grundlage für viele weitere Studien, um das noch lückenhafte 
Bild über TBEV zu schließen. 
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VI.  SUMMARY  
Within this doctoral thesis during the years from 2010 to 2012, 38 TBEV strains 
from five different European and Asian countries (Germany, Denmark, Austria, 
Slovakia and Mongolia) could be characterized by prime -walking. These strains 
were typed on the basis of sub-genomic fragment analyses as well as complete 
genome analyses and phylogenetic comparisons. Phylogenetic fragment analyses 
of the E-gene would be performed by Bayesian analysis. They could be shown for 
102 European TBEV strains that they have spread over a time period of 350 years 
in two main lineages. Phylogenetic analyses indicated that the TBEV strains were 
spread along two routes to the north and the south f the Bavarian Forest to 
Germany originating from the Czech Republic and the Slovakian Republic. 
For the spreading of the TBEV strains a hypothesis from former workers was 
confirmed. The migration of wild animals which are a possible virus reservoir or 
also can carry ticks along from rivers and valleys might be responsible for the 
spreading of the virus. Also migrating birds may spread TBEV. At the breeding 
season the birds can be stung in their clutch by TBEV-infected ticks and transmit 
the ticks later along their migration routes. In this doctoral thesis a comprehensive 
literature summary above the current knowledge about TBEV in animal was 
performed. 
In the spreading of TBEV, humans also can play an important role regarding 
socio-economic aspects. Here the changed leisure or travel behavior of people 
may be one aspect. These might carry their domestic animals along travelling 
routes in the Eastern part of Europe which act thenas a possible bearer of TBEV 
infected ticks. But also rising transport of goods may be a driver of spread of 
TBEV. With trucks or on railways rodents might be transported which can 
distribute the TBEV along the long distant routes and might serve as a shuttle for 
infectious ticks or as a virus reservoir. 
Past migrations in Europe, caused by wars or hunger crisis of the last centuries 
might also be responsible for the spreading of TBEV.  
Sequence data from Slovakia, Austria and Mongolia support hypotheses that 
TBEV strains originating from far geographic distance show few genetic 
differences. 
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In this thesis the question whether there are host-specific differences of TBEV 
sequences was also investigated. Sequence comparisons of complete genome 
sequences of TBEV from a bank vole and a tick from Slovakia revealed that both 
sequences were identical at amino acid level. Based on this result it was shown 
that there are potentially no host-specific differenc s in TBEV complete genomes 
from ticks and bank vole. 
Within the scope of carried out work packages of the doctoral thesis 16 TBE 
viruses of the European subtype and one isolate of the Siberian subtype were 
isolated from ticks and rodents. Some of the isolates re presently investigated in 
a mouse model regarding their pathogenicity. These data will beside the 
phylogenetic results give a comprehensive overview on properties of the TBEV 
strains in the future. 
Summarized, in this PhD thesis the knowledge about the origin and spreading of 
TBEV in Europe and Mongolia was increased, therefore, this work also enables 
many further studies in order to fill the gap of knowledge on TBEV. 
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